Disturbo d'Ansia di Separazione dell'Adulto:aspetti neurobiologici e studio di polimorfismi del gene del TSPO by CORSI, MARTINA
UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI PISA
Facoltà di Medicina e Chirurgia
TESI DI LAUREA
DISTURBO D’ANSIA DI SEPARAZIONE 
DELL’ADULTO: ASPETTI NEUROBIOLOGICI E 
STUDIO DI POLIMORFISMI DEL GENE DEL TSPO
   
    RELATORE
   Chiar.mo Prof. Giovanni Battista Cassano
                                                                                                                                  
                                                                                                                  CANDIDATA
 Martina Corsi
ANNO ACCADEMICO 2007-2008
1
    INDICE
Introduzione.......................................................................................................pag.05
 Disturbo d’Ansia di Separazione del bambino.................................................pag.05
       
                  Definizione, epidemiologia e patogenesi..................................................pag.06
              
 Disturbo d’Ansia di Separazione dell’Adulto...................................................pag.08
 Teorie eziologiche: psicobiologiche…………………........................................pag.10
                     
                Teorie dell’attaccamento..........................................................................pag.10
        
 Teorie eziologiche: neurobiologiche..................................................................pag.13
                       
                   Neuroanatomia:ruolo dell’amigdala.........................................................pag.13
                        
                   Ossitocina e vasopressina.........................................................................pag.15
                       
                   I neurosteroidi: l’allopregnenolone…………..........................................pag.19
                        
                   Interazioni ossitocina – neurosteroidi......................................................pag.24 
                    
                  TSPO: la proteina e il gene…...................................................................pag.28
      
 Obiettivi dello studio...........................................................................................pag.35
Materiali e metodi...........................................................................................pag.36
 Studio di genotipizzazione dei polimorfismi del TSPO...................................pag.36
                   Estrazione del DNA.................................................................................pag.38
                       
                   PCR..........................................................................................................pag.39
                      
                   Digestione................................................................................................pag.39
                       
                   Elettroforesi..............................................................................................pag.40
 Analisi statistica...................................................................................................pag.46
2
Risultati.................................................................................................................pag.49
Discussione..........................................................................................................pag.53
Conclusioni..........................................................................................................pag.56
Tabelle....................................................................................................................pag.57
Grafici....................................................................................................................pag.62
Bibliografia.........................................................................................................pag.64
Ringraziamenti.................................................................................................pag.73
                       
    
                                 
                              
                                              
3
.                                          Alla mia famiglia…
                                            …presente e futura.  
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INTRODUZIONE
DISTURBO D’ANSIA DI SEPARAZIONE DEL BAMBINO
INTRODUZIONE
La  reazione  ansiosa  che  si  manifesta  a  seguito  dell’allontanamento  dalla  madre 
osservabile  nei  cuccioli  di  gran parte  delle  specie  animali,  incluso  l’uomo e  gli  altri 
mammiferi,  rappresenta  un fenomeno fisiologicamente  normale  e ha un chiaro valore 
evolutivo3.
Tale comportamento, infatti, ha un’enorme utilità per la sicurezza e la sopravvivenza, nel 
nostro  caso  del  bambino,  garantendo  la  vicinanza  tra  quest’ultimo  e  coloro  che  si 
prendono cura di lui (caregivers)15.
E’ stato osservato nella specie umana che tale fenomeno si verifica fin dai primi mesi di 
vita, divenendo più intenso tra il tredicesimo e il diciottesimo mese e, nella maggior parte 
dei casi, tende a scomparire successivamente. Se quanto detto non avviene e l’ansia di 
separazione  non  recede  persistendo  oltre  i  primi  anni  di  vita,  il  fenomeno  diventa 
patologico e il quadro viene descritto come Disturbo d’Ansia di Separazione3.
 Tale patologia rientra nell’ insieme più grande dei Disturbi d’Ansia, laddove l’ansia è 
definibile come uno stato emotivo a contenuto spiacevole associato a reazioni di allarme 
e paura in assenza di un pericolo reale, è la cosiddetta “paura senza oggetto”.
Il Disturbo d’ Ansia di Separazione (DAS) è un’entità nosologica definita del DSM-IV 
(Manuale diagnostico e statistico dei disturbi mentali,  IV edizione),  ma solo per l’età 
infantile e adolescenziale2.
5
 DEFINIZIONE E EPIDEMIOLOGIA 
Il Disturbo d’Ansia di Separazione è relativamente frequente ( prevalenza stimata intorno 
al  4% in assenza di differenze  di  genere)13 ed è caratterizzato dalla  comparsa di  una 
intensa  sintomatologia  ansiosa  in  relazione  ad  una separazione,  reale  o  temuta,  dalle 
figure di attaccamento; tale quadro sintomatologico deve durare almeno quattro settimane 
e causare disagio clinicamente significativo3. 
Le fasce di età maggiormente interessate dalla patologia vanno da cinque ai sette anni e 
dagli undici ai quattordici1.
PATOGENESI
Il Disturbo d’Ansia di Separazione solitamente diventa problematico durante il periodo 
scolastico,  sebbene  la  malattia  si  possa  manifestare  anche  prima.  Il  bambino  appare 
spaventato  dall’eventualità  che  qualcosa  di  terribile  possa  accadere  a  una  figura  di 
attaccamento o a lui stesso, nel corso della separazione, reale o anche solo temuta5.
I bambini affetti da questo disturbo non riescono a stare soli, seguono il genitore durante i 
suoi spostamenti in casa, sono terrorizzati dall’idea di perdersi o di essere rapiti. Questi 
bambini tendono a non voler andare a scuola, non dormono mai fuori casa e, quando 
viene  loro  imposto  di  dormire  soli  presentano  spesso  incubi  incentrati  sui  temi  di 
separazione e distruzione della famiglia.
In alcuni casi possono verificarsi esperienze dispercettive e il bambino riferisce di aver 
visto persone minacciose o creature spaventose.
Qualora si verifichi una separazione, i pazienti possono manifestare sintomi fisici quali 
nausea,  cefalea,  vomito,  vertigini  o  palpitazioni;  si  possono  associare  tristezza, 
isolamento sociale, difficoltà di concentrazione e, talvolta, aggressività o violenza.
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In alcuni casi il disturbo può manifestarsi in forma subclinica e diventare evidente solo in 
seguito a un evento stressante, come la morte o la malattia di un parente, ma anche un 
cambiamento di scuola o un trasloco3.
Altre volte il disturbo si concretizza in seguito ad eventi più comuni quali l’inizio della 
scuola dopo le vacanze5.
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DISTURBO D’ANSIA DI SEPARAZIONE NELL’ADULTO
Nessuno  dei  sistemi  di  classificazione  attualmente  in  uso  fornisce  specifici  criteri 
diagnostici per il Disturbo d’Ansia di Separazione in età adulta, limitandosi a ricordare 
che il disturbo può persistere  e che questa è comunque un’evenienza rara3.
Recenti  studi  hanno  tuttavia  suggerito  che  la  presenza  in  età  adulta  è  tutt’altro  che 
trascurabile  con  una  prevalenza  lifetime  nella  popolazione  generale  del  6,6%  che 
coinvolge maggiormente il genere maschile9.
In passato il Disturbo d’Ansia di Separazione dell’Adulto (ASAD) veniva considerato 
semplicemente una forma di predisposizione per altri disturbi d’ansia, in particolare per il 
Disturbo  da  Attacchi  di  Panico.  Veniva  cioè  considerato  soltanto  come  un  pattern 
dimensionale e non una categoria diagnostica precisa14.
Oggi,  invece, Manicavasagar  e  Silove  hanno  suggerito  che  il  disturbo  tipico 
dell’infanzia può non solo persistere, ma addirittura manifestarsi per la prima volta in età 
adulta6. Questa seconda possibilità è stata  dimostrata dagli studi svolti da Shear e coll. 
che hanno messo in luce la significativa comparsa ex-novo di questa patologia nell’adulto 
1. (fig1).
Purtroppo, tale fenomeno è ancora sotto diagnosticato e confuso con altre forme di ansia; 
così, meno di un quarto di questi pazienti riceve un trattamento adeguato1.
La  forma  adulta  sembra  essere  equivalente  a  quella  infantile,  sebbene  i  sintomi  si 
modifichino nel corso dello sviluppo.
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                   [Fig.1: Prevalenza in base all’età di DAS e ASAD] Shear e coll.
La  prima  ansia  che  si  manifesta  è  la  paura  della  presente,  o  anche  solo  possibile, 
separazione  dalle  figure  di  attaccamento  e  una  conseguente  preoccupazione  per  la 
sicurezza di queste persone. Le ansie si estendono oltre le figure genitoriali, tipiche della 
forma infantile, andando a coinvolgere il partner e i figli.
Per quanto riguarda i sintomi somatici, quali nausea o vomito, questi sembrano essere 
meno  preponderanti  nell’adulto,  il  quale  mostra  maggiormente  manifestazioni  di  tipo 
cognitivo e emozionale9.
C’è poi da sottolineare che l’adulto ha a disposizione maggiori strumenti di contrasto nei 
confronti delle proprie paure, come ad esempio, la possibilità di fare numerose telefonate 
e attenersi ad una vita molto routinaria, assicurandosi, in questo modo, numerosi contatti 
con le  figure di  attaccamento.  Ne consegue che,  a differenza  del bambino,  il  quadro 
sintomatologico può passare maggiormente inosservato19.
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TEORIE EZIOLOGICHE: PSICOBIOLOGICHE
INTRODUZIONE
I dati epidemiologici e clinici  riguardanti il DAS e l’ASAD, sollevano diverse domande 
riguardo ai  processi  psicologici  e  neurobiologici  che  mediano la  continuità  tra  livelli 
anormali  di  Ansia  di  Separazione  nell’infanzia  e  nell’età  adulta,  o  che,  al  contrario, 
determinano l’esordio dell’ASAD in età adulta in assenza di precedenti nell’infanzia20.
Un costrutto psicobiologico utile per rispondere a queste domande è rappresentato dallo 
stile di attaccamento.
TEORIE DELL’ATTACCAMENTO
Il  perno  su  cui  ruota  la  patologia  è  rappresentato  dal  concetto  di  attaccamento,  che 
rappresenta  un  modo  per  concettualizzare  la  propensione  degli  esseri  umani  a  creare 
solidi legami affettivi con altri individui significativi; che come si è già detto ha un chiaro 
fine evolutivo.
E’  stato  osservato come la  qualità  delle  prime relazioni  di  attaccamento abbia  le  sue 
radici, in gran parte, nella storia delle interazioni tra il neonato e il primo caregiver. La 
capacità di fornire al bambino un “nido sicuro”  definisce un supporto che rende più 
facile al bambino l’allontanamento dal caregiver stesso per esplorare l’ambiente15.(fig2).
Sono  stati  individuati  tre  diversi  tipi  di  organizzazione  dell’attaccamento:  sicuro, 
ambivalente,  e evitante  basandosi su procedure di  laboratorio create per osservare nei 
neonati  i  comportamenti  di  esplorazione  e  di  ricerca  di  vicinanza  in  condizioni  di 
aumentata tensione.
I  neonati  sicuri  esplorano  con  confidenza  il  loro  ambiente  in  assenza  di  situazioni 
minacciose e, nel momento in cui si sentono in pericolo, cercano un contatto con i loro 
caregivers rassicurandosi tramite il contatto.
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I neonati con un pattern di attaccamento ambivalente esplorano l’ambiente con minore 
confidenza, mostrando un comportamento caratterizzato dalla contrapposizione di ricerca 
di  contatto  e  resistenza  qualora  si  sentano  in  pericolo;  non  sono,  inoltre,  facilmente 
confortabili.
Infine,  i  neonati  con  modalità  di  attaccamento  evitante,  evitano  volontariamente  il 
contatto con i loro caregivers nei momenti di difficoltà16.
.
  
[Fig.2:  stili di attaccamento] Fraley e coll.
L’evoluzione di questo modello psicologico alla base del concetto di attaccamento, ha 
portato all’aggiunta di altre categorie: evitante/ambivalente e disorganizzato/disorientato, 
per quei bambini con comportamenti contraddittori17.
Secondo tali teorie, i bambini interiorizzerebbero tali pattern di attaccamento con i loro 
caregivers all’interno di Internal Working Models; ovvero schemi riguardanti il sé vicino 
agli  altri  e  il  sé  in  relazione  con gli  altri.  Rappresentano un insieme di  aspettative  e 
credenze relative al sé e agli altri che permettono al bambino di predire ed interpretare il 
comportamento  della  figura  di  attaccamento.  Questi  si  integrano  nella  struttura  della 
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personalità creando il prototipo delle future interazioni sociali; forniscono il prototipo per 
l’interpretazione delle future esperienze di relazione15.
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TEORIE EZIOLOGICHE: NEUROBIOLOGICHE
NEUROANATOMIA:RUOLO DELL’AMIGDALA
La  struttura  neuroanatomica  che  sembra  svolgere  un  ruolo  cruciale  nei  processi  di 
attaccamento e nei comportamenti affiliativi è rappresentata dall’amigdala; piccolo, ma 
fondamentale  elemento  del  sistema  limbico,  il  cui  nome deriva  dal  greco  e  significa 
mandorla (fig 3).
 Tale  struttura  è,  infatti,   primariamente  coinvolta  nel  modulare  le  interazioni  tra 
individuo e ambiente25.
I  meccanismi  neuronali  che sottendono l’attaccamento  sono organizzati  in  un sistema 
motivazionale  indirizzato  verso la  socializzazione.  Questo sistema neuronale  si  forma 
durante l’infanzia, continua a modulare  i comportamenti affiliativi durante tutta la vita e 
sembra essere comune a tutti i mammiferi.
 Studi condotti sui ratti, in cui è stato utilizzato il paradigma della paura condizionata, 
hanno mostrato  come l’amigdala  si  ponga da interfaccia  tra  uno stimolo  esterno e le 
risposte comportamentali di difesa21.
Studi condotti sui primati non umani documentano che l’amigdala si attiva di fronte a 
stimoli  sensoriali  con  valenza  affettiva  e  che  lesioni  a  suo  carico  influiscono  sui 
comportamenti  emotivi  e  sociali.  Coerentemente,  studi  lesionali  condotti  sull’uomo 
hanno evidenziato che l’amigdala è coinvolta nell’acquisizione del condizionamento alla 
paura e nella percezione della paura20.
Studi di imaging funzionale su individui sani hanno riportato l’attività dell’amigdala di 
fronte  a  stimoli  emotigeni.  In  particolare,  maggiore  è  la  valutazione  soggettiva  della 
salienza dello stimolo emotigeno, maggiore è l’attivazione dell’amigdala23.
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Altri studi hanno mostrato che specifiche caratteristiche genetiche nonché specifici stili o 
tratti  di  personalità  e di  temperamento sono associati  ad una attivazione differenziale 
dell’amigdala.
Inoltre,  una  iper-responsività  amigdaloidea,  durante  il  processamento  di   stimoli 
emotigeni,  è  stata  riscontrata  in  soggetti  affetti  da  Disturbo  di  Panico  o  di  Ansia 
Generalizzata.
Le relazioni di attaccamento sembrano giocare in questo contesto un ruolo fondamentale: 
gli scambi emotivi che durante i primi anni di vita si stabiliscono tra bambino e figura 
primaria di attaccamento potrebbero essere determinanti nel mediare le percezioni che il 
bambino  ha  dell’ambiente  e,  quindi,  ad  un  livello  neurobiologico,  nel  modulare  le 
risposte dell’amigdala di fronte a stimoli ambientali.
E’ stato dimostrato, infatti, che lo sviluppo dell’amigdala durante il primo anno di vita è 
influenzato  da  interazioni  stressanti  con  le  figure  di  attaccamento.  Questo  è  stato 
evidenziato tramite uno studio che ha  analizzato le diverse sequenze di mRNA espresse 
da parte delle cellule del tessuto amigdaloideo , in seguito alla separazione dal caregiver 
ad una settimana, un mese o tre mesi di età22. 
A livello  neurobiologico,  gli  ormoni  che sembrerebbero agire sul sistema limbico nel 
modulare le risposte di attaccamento, sono rappresentati dall’ossitocina, la vasopressina 
e, recentemente, si è cominciato a parlare anche di neurosteroidi27.
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 [Fig.3:Localizzazione del fornice, ippocampo ed amigdala ]  fisiobrain.it
L’OSSITOCINA
L’ossitocina (OT) è un ormone peptidico costituito da una sequenza di nove amminoacidi 
comprendente un ponte disolfuro tra i residui di cisteina 1 e 6 (fig4).
                      [Fig.4: Struttura molecolare dell’ossitocina]  portable network
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L’OT  è  un  ormone  tipico  dei  mammiferi  e  la  sede  principale  della  sua  sintesi  è 
l’ipotalamo,  da dove viene poi trasportata  in altre  aree del Sistema Nervoso Centrale 
(SNC), in particolare nella neuroipofisi.
Essa è strettamente relazionata  con l’Arginin Vasopressina,  che presenta una struttura 
molto simile, ad eccezione di due residui in posizione 3 e 8 dove sono presenti la Phe e 
l’Arg, differenza determinante nell’interazione con i due rispettivi recettori.
Questi due peptidi sono presenti esclusivamente nei mammiferi placentati e sembra che si 
siano evoluti parallelamente a partire dalla duplicazione di un gene ancestrale.
 I ruoli dell’ossitocina nei mammiferi sono numerosi, sia a livello centrale, che periferico. 
Nell’ultimo  decennio,  gli  studi  sull’ossitocina  hanno subito  dei  profondi cambiamenti 
dovuti  al  suo  ritrovamento  in  importanti  aree  del  SNC dei  mammiferi.  Ciò  ha  fatto 
supporre che abbia un ruolo anche in campo neurologico e psichiatrico, oltre a quello 
ginecologico legato alla gravidanza, al parto e all’allattamento31.
Nel  SNC  l’ossitocina  è  ampiamente  distribuita  ed  è  implicata  in  differenti  azioni  a 
seconda della sua sede.
La  localizzazione   dei  recettori  dell’ossitocina  nell’uomo  comprende  svariate  aree 
cerebrali  ma  principalmente  questi  si  ritrovano  a  livello  della  substantia  nigra  e  del 
globus pallidus,  zone che, mediante risonanza magnetica,   sono state viste attivarsi  in 
soggetti adulti alla vista del proprio figlio o partner30.
In altri studi è stata, invece, dimostrata la presenza di tali recettori a livello amigdaloideo, 
in  quanto  è  stato  visto  che  l’attivazione  dell’amigdala,  evidenziata  tramite  risonanza 
magnetica,  era  nettamente  maggiore  in  seguito  a  somministrazione  per  via  nasale  di 
ossitocina rispetto ad un placebo45.
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Inoltre è stato ipotizzato che l’azione a livello dell’amigdala,  sia in parte responsabile 
della plasticità neuronale correlabile con le diverse reazioni di attaccamento, e quindi alla 
base  delle  teorie  neurobiologiche  in  merito  all’eziologia  del  Disturbo  D’ansia  di 
Separazione40. 
E’ stato visto, infatti,  che l’ossitocina e i suoi recettori compaiono assai precocemente 
durante l’ontogenesi e, nelle prime due settimane dopo la nascita (sia nei roditori che nei 
primati),  ne  è  stata  riscontrata  un’iperproduzione  marcata  proprio  in  aree  cerebrali 
limbiche.
 Numerosi studi effettuati sui mammiferi, specie su roditori del genere Microtus, hanno 
evidenziato che questa  molecola, con la presenza dei propri recettori in specifiche aree 
cerebrali, determina grossi effetti proprio a livello comportamentale e sociale favorendo 
in particolare le interazioni sociali32.
 L’ossitocina   agisce  in  questi  animali  anche  come  neurotrasmettitore  regolando 
positivamente l’allattamento o il nutrimento in generale, la toelettatura, il comportamento 
sessuale e riproduttivo, lo stress, l’ansia, il legame parentale, il rapporto di coppia e la 
memoria sociale la quale favorisce il riconoscimento e la discriminazione di altri esseri 
viventi.
Sembra,  inoltre,   che  la  mancanza  delle  cure  materne  alteri  il  normale  sviluppo  dei 
sistemi  dell’ossitocina  e  della  vasopressina  nei  bambini  piccoli  e  questo  potrebbe 
interferire con gli effetti calmanti e confortanti prodotti dall’interazione dei bambini con i 
caregivers33.
I  livelli  di  ossitocina e  vasopressina infatti  sono aumentati  dalle  esperienze sensoriali 
piacevoli di natura sociale come le carezze e gli odori18. 
Studi in animali non primati hanno dimostrato che, quando le concentrazioni di questi 
ormoni  aumentano,  gli  animali  incrementano  le  loro  interazioni  sociali  positive,  per 
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esempio formano legami sociali,  mostrano un attaccamento selettivo nei confronti  dei 
genitori e creano una memoria di queste interazioni sociali30.
 E’ stato visto anche che la somministrazione esogena di ossitocina riduce la risposta alla 
separazione nei cuccioli di ratto32.
In altri  studi è emerso  che l’iniezione a livello  del  SNC di ossitocina e vasopressina 
facilita  l’insorgenza di  comportamenti  monogami  nelle  arvicole  di  prateria,  anche nel 
caso  in  cui  l’accoppiamento  sia  impossibile;  di  contro  la  somministrazione  prima 
dell’accoppiamento di antagonisti  di  vasopressina e ossitocina inibisce la comparsa di 
legami stabili.  Gli antagonisti  non alterano l’accoppiamento in sé, ma impediscono lo 
sviluppo  della  preferenza  di  partner  che  normalmente  si  manifesta  nelle  arvicole  di 
prateria  a seguito dell’accoppiamento18.
Per quanto riguarda l’uomo, i dati sperimentali a disposizione sono pochi a causa della 
difficoltà  nell’ottenere  tessuti  di  cervello,  per  il  basso  livello  plasmatico  basale 
dell’ormone,  per  la  mancanza  di  agonisti  o  antagonisti  dell’ossitocina  che  possano 
penetrare la barriera ematoencefalica e per  la difficoltà nell’ottenere campioni di studio 
omogenei vista l’influenza della variabilità culturale ed ambientale sul comportamento 
umano. 
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I NEUROSTEROIDI: L’ALLOPREGNENOLONE
Nuovi  studi  hanno  evidenziato  anche  l’importanza  dei  neurosteroidi,  in  particolare 
dell’allopregnenolone.
Il termine “neurosteroidi” è stato proposto per la prima volta nel 1981. Si riferisce ad una 
categoria di ormoni steroidei la cui presenza a livello del Sistema Nervoso Centrale e 
periferico è indipendente , almeno in parte, dalla produzione ghiandolare endocrina.
Ovvero i neurosteroidi sono detti  tali,  in quanto possono essere sintetizzati  “de novo” 
all’interno  del  Sistema  Nervoso;  ciò  non nega  il  fatto  che  i  precursori  necessari  alla 
sintesi  di  tali  ormoni  possano  essere  reperiti  in  loco  o  provenire  da  fonti  endocrine 
( gonadiche o surrenaliche).
Esiste una tendenza generale a definire neurosteroidi tutti gli steroidi neuroattivi, mentre 
invece sono definibili tali, solo quelli che continuerebbero comunque a essere presenti e 
biologicamente dimostrabili  nel sistema nervoso, anche dopo una eventuale rimozione 
delle ghiandole endocrine.
Quanto detto vale, ad esempio, per il progesterone e i suoi derivati e non per gli estrogeni 
(estrone e estradiolo). Questi secondi sono, infatti, sintetizzabili esclusivamente a partire 
da precursori periferici attraverso processi di aromatizzazione e perciò, non qualificabili 
come neurosteroidi.
Il  percorso  per  giungere  a  tale  definizione  è  passato  attraverso  l’osservazione  che 
l’accumulo   nel  sistema  nervoso  di  DHEA  (diidroepiandrosterone)  ,  PREG 
(pregnenolone) e dei loro coniugati,  appariva essere indipendente da fonti endocrine e 
gonadiche,  come   dimostrato  dalla  persistenza  di  tali  ormoni  anche  in  seguito 
all’ablazione  ghiandolare  o  alla  soppressione  farmacologica.  In  contrasto  con  gli 
androgeni  e  gli  estrogeni,  la  cui  concentrazione  diminuiva  fino a  livelli  indosabili  in 
seguito alla rimozione47.
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Tali studi hanno spianato la strada alla categorizzazione di questa nuova classe di ormoni 
steroidei.
La sintesi dei neurosterodi ha inizio a partire dal colesterolo. Esso è, infatti, il precursore 
comune di tutti gli steroidi.
Il colesterolo viene trasportato all’interno della membrana mitocondriale dal traslocatore 
proteico, TSPO. 
Una volta all’interno viene convertito a pregnenolone dall’enzima C27 cholesterol side 
chain cleavage citocromo P450 (P450scc),  il  quale catalizza una serie di reazioni che 
coinvolgono  la  formazione  degli  intermedi  22R-idrossicolesterolo  e  20,22R-
idrossicolesterolo.  Il  pregnenolone  formato  può  rimanere  nel  mitocondrio  ed  essere 
idrossilato  a  20α-idrossipregnenolone  dallo  stesso  enzima  P450scc,  oppure  una  volta 
lasciato l’organulo, può raggiungere il reticolo endoplasmatico dove può intraprendere 
vie enzimatiche differenti, portando alla formazione di importanti ormoni  quali: 
1) 20α-diidro-pregnenolone.
2)progesterone (PROG), che viene trasformato in androstenedione, il quale passa tramite 
l’intermedio testosterone ad estradiolo.
3)deidroepiandrosterone  (DHEA)  da  cui  si  possono  ottenere  androstenedione, 
testosterone ed estradiolo.
4) 7α-idrossipregnenolone che viene anch’esso trasformato in DHEA .(fig5).
20
                             [Fig. 5: Schema della sintesi degli steroidi] Rupprecht and Holsboer, 1999
In particolare, per quanto riguarda il processo che porta alla formazione dei neurosteroidi, 
il  pregnenolone,  viene  trasportato  fuori  dal  mitocondrio  e  metabolizzato  a  livello  del 
reticolo endoplasmatico dagli enzimi 3β-idrossisteroido deidrogenasi, 5α-reduttasi e 3α-
idrossisteroido deidrogenasi portando alla formazione dell’allopregnanolone (fig6).
Da  quanto  detto,  notiamo,  che  il  trasportatore  proteico  detto  TSPO,  alla  base 
dell’internalizzazione mitocondriale del colesterolo, è fondamentale per l’inizio di quella 
catena di reazioni che portano alla sintesi dei neurosteroidi46. 
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       [Fig.6: Sintesi allopregnenolone e azione sul GABAr] Lambert JJ
Il  meccanismo di azione principale dei neurosteroidi,  evidenziato mediante un ampio 
numero di esperimenti biochimici ed elettrofisiologici, è di modulare l’attività di recettori 
per  neurotrasmettitori,   tra  cui  il  complesso  del  recettore  GABAA,  i  recettori  del 
glutammato NMDA ed i recettori sigma. In particolare è stato osservato che hanno un 
potente  effetto  di  regolazione  allosterica  sul  recettore  del  GABAA(Fig7).  Ovvero  sia, 
interagendo con il proprio sito di riconoscimento sul complesso recettoriale, attraverso 
l’apertura di canali al cloro, aumentano l’affinità del GABA per il suo sito, potenziando 
l’azione gabaergica.
In  questo  modo  sono  in  grado  di  produrre  un  effetto  ansiolitico,  suggerendo  che 
alterazioni della loro produzione possano essere coinvolte nei meccanismi patogenetici 
dei disordini psichiatrici nell’uomo36.
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          [Fig.7: Modulazione allosterica dell’allopregnenolone sul GABA]
E’ stato osservato che  essi partecipano anche ai complessi fenomeni di neuroplasticità 
che caratterizzano il primo periodo della vita. Partecipano, cioè, a processi di neurogenesi 
e mielinizzazione.
Questa osservazione è spiegabile con la dimostrazione che il GABA, neurotrasmettitore 
che essi sono in grado di potenziare,  durante lo sviluppo agisce  in maniera contraria 
rispetto  a  ciò  che  avviene  nell’adulto.  Ovvero  sia  ha  un’azione  eccitatoria  che  si 
accompagna  a  un ruolo trofico,  in  particolare,  induce  i  canali  calcio  necessari  per  la 
maturazione neuronale35.
Nuovi studi hanno evidenziato anche un  ruolo dei neurosteroidi,  nei meccanismi che 
regolano la socializzazione. E’ stato visto che la somministrazione di dosi non sedative di 
allopregnenolone diminuisce il comportamento anormale,  osservato nei topi maschi in 
seguito a isolamento sociale, attraverso l’interruzione del fenomeno di downregulation 
cortico-limbica dell’ormone conseguente all’isolamento34. 
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INTERAZIONI OSSITOCINA-NEUROSTEROIDI
Studi effettuati su topi ovariectomizzati  hanno evidenziato, anche una relazione tra livelli 
di  ossitocina  e  neurosteroidi,  più specificamente dell’allopregnenolone,  metabolita  del 
progesterone.
In particolare, è stata messa in luce una complessa rete di interrelazioni coinvolgenti il 
recettore del gaba e i suoi ligandi, l’ossitocina, gli steroidi sessuali dell’asse ipotalamo-
ipofisi-surrene e i neurosteroidi.
Da tali studi è emerso, non soltanto che esiste una stretta relazione tra questi ormoni, ma 
che tali relazioni si modificano con la crescita, come evidenziato dalle differenze emerse 
nell’analisi dei livelli ormonali di ossitocina e neurosteroidi del topo giovane e del topo 
adulto.
Normalmente, nel topo adulto, gli steroidi sessuali, stimolano il rilascio di ossitocina a 
livello  del  nucleo  sopraottico  e  paraventricolare  dell’ipotalamo  (fig8),  mentre 
l’allopregnenolone, al contrario, gioca un importante ruolo modulatore su tale ormone41.
[Fig.8: fotomicrografia del PVN sotto stimolazione da steroidi. La densità dei grani è un 
indice dell’alta conc. di mRNA di OT.] Brian J. E coll.
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Per quanto riguarda, invece, il topo giovane è stata evidenziata un’azione diametralmente 
opposta  da  parte  dell’allopregnenolone  (fig9).  Ovvero  sia,  nei  primi  mesi  di  vita 
dell’animale,  esso  determina  un  aumentato  rilascio  di  ossitocina  da  parte  dei  nuclei 
ipotalamici;  inoltre,  sembra  che  tale  aumento  ormonale  di  ossitocina,  abbia  un’ 
importante azione nello sviluppo dell’arborizzazione dendritica del topo, che potrebbe 
essere alla base di quelle differenze neuronali, di cui parlavamo prima, implicate nella 
diversa reazione dell’animale a esperienze di separazione43.
[Fig.9: Rilascio di ossitocina dai nuclei ipotalamici a differenti stadi di sviluppo] Helene 
Widmer e coll.
Per quanto riguarda il gaba, invece, è stato visto che esso determina un’azione inibitoria 
sul rilascio dell’ossitocina50; mentre quest’ultima, a sua volta, determina una riduzione 
dell’efficacia dei neurosteroidi a livello del recettore gabaergico, ovvero una riduzione 
della  loro  azione  di  modulatori  allosterici.  Ne consegue  un  decremento  del  tono  del 
gaba42.
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Altri studi hanno messo in evidenza anche un’azione dell’ossitocina a livello dell’asse 
HPA.
Ovvero, è stato visto, che essa inibisce la produzione surrenalica di cortisolo49; avrebbe 
quindi una sorta di azione ansiolitica, dato che, come è noto, il cortisolo è in grado di 
inibire l’azione delle cellule gabaergiche48.
Da questi studi, emerge chiaramente, come tutti questi ormoni  interagiscano tra loro e si 
modulino a vicenda; è quindi evidente la reazione a catena in grado di coinvolgere tutti i 
circuiti, nel momento in cui si modifica anche solo uno di questi fattori (fig10).
                    [Fig.10: Interazioni ormonali]  
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Quanto detto, andrà a riflettersi, successivamente,  non soltanto a livello ormonale, ma 
anche a livello neuroanatomico; dal momento che, come si è già detto, il sistema limbico 
e in particolare l’amigdala, che sono i circuiti neuronali coinvolti nella socializzazione e 
nell’attaccamento,  sono soggetti a fenomeni di plasticità neuronale nel primo anno di 
vita, dipendenti proprio dai livelli ormonali.
Alla luce di  quanto detto finora,  risulta  evidente che uno studio più approfondito dei 
neurosteroidi,  sia  da  un  punto  di  vista  biologico  che  genetico,  è  fondamentale  nel 
complesso processo di chiarificazione di quelli che sono i meccanismi e, dalla prospettiva 
genetica, le predisposizioni, che concorrono alla manifestazione del Disturbo d’Ansia di 
Separazione.
In  uno  studio  precedente,  infatti,  era  già  stato  messo  in  evidenza  che  pazienti  con 
Disturbo  d’Ansia  di  Separazione  in  età  adulta,  presentavano  una  riduzione 
nell’espressione  dei  livelli  di  TSPO,   proteina  mitocondriale  coinvolta  proprio  nella 
sintesi  dei  neurosteroidi58.  Alla  luce  di  ciò  abbiamo  ritenuto  che  una  analisi  più 
approfondita  della  suddetta  proteina  poteva  essere  un  buon  punto  di  partenza  per  la 
chiarificazione del ruolo dei neurosteroidi nella patologia.
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TSPO: LA PROTEINA E IL  GENE
Il Traslocatore Proteico (TSPO) è stato ampiamente studiato fin dagli anni settanta, in 
quanto è stato reso noto il suo coinvolgimento in numerosi processi cellulari, soprattutto a 
livello mitocondriale.
Tra questi  la regolazione della catena respiratoria, la modulazione dei canali del calcio 
voltaggio-dipendenti  e  della  risposta  immunitaria,  la  crescita  e  il  differenziamento 
cellulare, l’induzione dell’apoptosi, la risposta allo stress e la steroidogenesi51. 
 Il  Traslocatore  Proteico  a  livello  subcellulare  è  localizzato  soprattutto  a  livello  del 
mitocondrio e forma un complesso multimerico costituito da tre principali componenti, 
che mostrano un elevato grado di omologia tra le varie specie:
-TSPO: il Traslocatore Proteico ha un peso molecolare di 18 kDa, e, dal momento che 
lega  composti  sintetici  con  struttura  isochinolinica  e  benzodiazepinica,  è  stato  anche 
chiamato isoquinoline-binding protein (IBP) e recettore periferico delle benzodiazepine 
(PBR). 
-VDAC: un canale anionico voltaggio-dipendente capace di legare le benzodiazepine (32 
kDa).
-ANT:  un  trasportatore  di  nucleotidi  adeninici  anch’esso  in  grado  di  legare  le 
benzodiazepine (30 kDa).
Il complesso, in particolare,  è localizzato a livello dei siti di contatto delle membrane 
mitocondriali interna ed esterna e contribuisce alla formazione dell’MPT-poro, un poro 
responsabile della permeabilità di transizione del mitocondrio.
A livello mitocondriale è stata, inoltre, evidenziata la presenza di altre proteine associate 
al  complesso  del  TSPO:  una  proteina  di  10  kDa;  la  Proteina-1-associata  al  TSPO 
(PRAX-1), che sembra essere normalmente localizzata nel citoplasma e che trasloca nel 
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mitocondrio associandosi al TSPO; la proteina StAR (steroidogenesis acute regulatory) e 
la proteina 7 associata (PAP7) (fig.11) . 
[Fig.11: Localizzazione subcellulare e struttura del TSPO] Pharmacological Sciences
 Il TSPO è considerata una proteina ubiquitaria, dal momento che è stata evidenziata nel 
rene,  nel  cuore,  nel  polmone,  nell’intestino,  nel  tessuto  ematopoietico,  nel  Sistema 
Nervoso  Centrale  (SNC)  e  nei  tessuti  endocrini,  specialmente  quelli  coinvolti  nel 
processo  di  sintesi  degli  steroidi,  come  il  surrene,  l’ovaio,  il  testicolo,  le  ghiandole 
endocrine e salivari, la placenta.
 Per quanto riguarda la sua localizzazione a livello del SNC, il TSPO è espresso quasi 
esclusivamente  nelle  cellule  gliali,  le  quali  sono,  infatti,   in  grado  di  sintetizzare  i 
neurosteroidi. 
Da un punto di vista molecolare,  è costituita da 169 amminoacidi ed ha una struttura 
formata da cinque segmenti transmembrana ad α-elica che attraversano il doppio strato 
lipidico,  con  l’estremità  carbossi-terminale  esposta  nel  citoplasma,  e  quella  ammino-
terminale rivolta verso l’interno del mitocondrio.
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E’  stato  visto  che  il  TSPO,  situato  a  livello  dei  siti  di  contatto  delle  membrane 
mitocondriali  esterna/interna,  agendo  da  “schermo”,  nasconde  il  colesterolo  dalla 
porzione idrofoba interna della membrana,  trasportandolo dall’esterno all’interno della 
membrana mitocondriale e favorendo la sua interazione con il citocromo P450scc, situato 
sul lato interno della membrana mitocondriale a contatto con la matrice.
E’  poi,  però,  la  proteina  StAR che  induce  il  trasporto  del  colesterolo  all’interno  dei 
mitocondri. (fig.12).
.
    
[Fig.12: Modello di TSPO sugli studi di molecular modeling e strutturali] Papadopulos e 
coll.
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Sulla  base  di  queste  osservazioni  è  stato  proposto  che  il  TSPO  funzioni  come  un 
“cancello” nel trasporto di colesterolo e di proteine nei mitocondri e che la proteina StAR 
ricopra  il  ruolo  di  attivatore  ormone-indotto,  lavorando  quindi  entrambi  in  modo 
concertato per portare il colesterolo dal deposito intracellulare fino nei mitocondri.
Il ruolo del TSPO nel trasporto del colesterolo è stato ulteriormente chiarito da studi di 
mutagenesi  sito-specifica  e  studi  di  espressione  in  vitro,  i  quali  mostrano  un 
coinvolgimento in tale funzione di una regione del terminale carbossilico citosolico del 
traslocatore, il quale contiene una sequenza amminoacidica consenso di riconoscimento 
del colesterolo, detta: CRAC54. 
E’ stato dimostrato che la delezione dal complesso proteico, della regione C-terminale 
(dall’amminoacido 144 all’amminoacido 169), produce la perdita della capacità di legare 
sia il ligando specifico del TSPO (PK11195), che il colesterolo. 
L’analisi NMR del peptide C-terminale del TSPO (amminoacido 144-169) contenente il 
dominio CRAC, indica una conformazione ad elica  per tale  frammento.  Inoltre  come 
conseguenza della distribuzione delle catene laterali degli amminoacidi che formano il 
frammento, è stato delineato il solco che potrebbe accogliere la molecola del colesterolo 
(fig.13). Secondo questo modello è stato proposto che il solco sia delimitato da un lato 
dagli amminoacidi Y152, T148 e L144, e dall’altro lato dagli amminoacidi Y153, M149 e 
A145.
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[Fig.13:.  Modello  del  legame del  TSPO con il  colesterolo  tramite  il  dominio  CRAC. 
Nella figura è rappresentato il dominio CRAC (rosso) e le molecole di colesterolo (blu)] 
Jamin e coll.
La mutazione sito-specifica dell’amminoacido Y152 di questa regione C-terminale,  ha 
evidenziato che non influenza la capacità di legame del ligando PK11195, ma determina 
una completa perdita della capacità del TSPO di legare il colesterolo. Risultati analoghi 
sono stati ottenuti dalla mutazione sito specifica degli amminoacidi Y153 e R156.
Questi  risultati  forniscono la  prova  funzionale  e  strutturale  che,  il  TSPO contiene  la 
maggior parte degli elementi critici che regolano il legame ed il trasporto del colesterolo 
nella regione citosolica C-terminale (amminoacido 144-169) del dominio CRAC. Da ciò 
è facile quindi supporre che, una eventuale variazione della sequenza aminoacidica di tale 
regione, possa determinare un’alterazione del meccanismo di trasporto intracellulare del 
colesterolo.
In tutti gli organismi sono presenti variazioni naturali nella sequenza del DNA, distribuite 
in tutto il genoma. Poiché la maggior parte del genoma umano non codifica per proteine, 
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è tollerato che nell’uomo vi sia un gran numero di variazioni nella sequenza del DNA 
(una ogni circa 200 nucleotidi). Le mutazioni avvengono maggiormente nella regione non 
codificante,  senza  riportare  alcun  effetto  sulla  funzionalità;  alcune  mutazioni,  però, 
possono avvenire nella sequenza codificante, dando luogo alla produzione di sequenze 
proteiche alterate.
Generalmente, una mutazione che coinvolge l’alterazione di una singola coppia di basi, 
oppure la delezione di poche paia di basi, interessa la funzionalità di un singolo gene e 
può dare luogo a vari tipi di mutazioni:
-  mutazione missenso, che provoca la sintesi di una proteina in cui un amminoacido è 
sostituito con un altro.
-  mutazione  non  senso,  nella  quale  un  codone  di  stop  sostituisce  il  codone  di  un 
amminoacido provocando la fine prematura della traduzione.
- mutazione frameshift che provoca uno slittamento del modulo di lettura.
La caratterizzazione della sequenza genomica del gene umano del TSPO ha evidenziato 
che  il  gene,  lungo  13  kb,  è  presente  in  singola  copia  sul  cromosoma  22  (banda 
22q13.31)52. La sequenza nucleotidica genomica di riferimento,  presente in banca dati 
NCB (www.ncbi.nlm.nih.gov), per tale gene umano è NC_000022.9 ed è costituita da 
13942 pb. Esso risulta essere composto da quattro esoni separati da tre introni (fig.14).
[Fig.14: Schema del cDNA del gene del TSPO umano]
33
1 58 87 594268 408 848
5’UTR
ATG TGA
Esone 1 (1-58): sequenza 5’UTR
Esone 4 (409-848): 594 codone di stop; 595-848 sequenza 3’UTR
Esone 2 ( 59-268): 59-96 sequenza  5’ UTR; 87 codone di 
inizio
Esone 3 (269-408)
3’UTR
1 2 3 4
L’esone  1  contiene  la  regione  5’UTR;  all’interno  dell’esone  2,  in  posizione  87,   è 
presente  la tripletta  di  inizio  della  trascrizione (ATG); mentre  il  codone di stop della 
trascrizione (TGA) è situato nell’esone 4 in posizione 594. Tutte le sequenze delle coppie 
introni/esoni seguono rigorosamente la regola GT/AG.
L’analisi mutazionale del gene del TSPO ha evidenziato la presenza di due polimorfismi 
missenso sull’esone 4 (GCG→ACG e CGT→ CAT), che corrispondono rispettivamente 
alla trasformazione di una alanina in una treonina (Ala147Thr) in posizione 147 e di una 
arginina in una istidina (Arg162His) in posizione 162. 
Tali polimorfismi corrispondono rispettivamente alle varianti alleliche rs6971 e rs6972 
annotate in banca dati NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)55.Entrambi gli amminoacidi sono 
localizzati  a  livello  della  sequenza  CRAC  del  TSPO,  e  nello  specifico  l’alanina  in 
posizione 147 è situata  nel quinto dominio transmembrana,  mentre  l’arginina 162 nel 
dominio citoplasmatico. 
E’ evidente quindi che la presenza di tali polimorfismi, potrebbe alterare i processi di 
trasporto intramitocondriali di colesterolo e di conseguenza la sintesi dei neurosteroidi.
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OBIETTIVI DELLO STUDIO
Alla luce di quanto detto finora, lo scopo della presente tesi è quello di studiare le varianti 
alleliche  del  gene  del  TSPO,  proteina  responsabile  del   trasporto  intracellulare  di 
colesterolo necessario alla sintesi dei neurosteroidi.
 Al fine di valutare se, i cambiamenti amminoacidici Ala147Thr e Arg162His, facenti 
parti del dominio CRAC del gene del TSPO, possano essere relazionati con una maggiore 
predisposizione a sviluppare il Disturbo d’Ansia di Separazione. 
Tali varianti sono state quindi  sottoposte ad uno studio di genotipizzazione.
Lo studio è stato effettuato su pazienti affetti da Disturbi dell’Umore con diagnosi clinica 
di  Depressione  Maggiore  o  Bipolare  e   in  comorbidità  o  meno  con  l’  Ansia  di 
Separazione. 
Abbiamo scelto di utilizzare soltanto pazienti con questo tipo di disturbi di asse I, allo 
scopo di eliminare ogni possibile forma di “rumore” causabile da altri fenotipi ansiosi, 
affinchè i risultati non potessero essere invalidati da predisposizioni verso altre forme di 
ansia.
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                   MATERIALI E METODI
              Studio di genotipizzazione di polimorfismi del TSPO
CRITERI DELLO STUDIO
In due studi precedenti, era stata evidenziata una alterazione nell’espressione dei livelli di 
TSPO, in pazienti adulti con diagnosi di Disturbo d’Ansia di Separazione58 .
In questo studio, invece, abbiamo analizzato due varianti alleliche del gene del TSPO e le 
abbiamo  sottoposte  ad  un  studio  di  genotipizzazione;  allo  scopo  di  evidenziare  una 
possibile associazione tra questi polimorfismi e il Disturbo d’Ansia di Separazione.
L’analisi  mutazionale  del  gene  per  il  TSPO  ha,  evidenziato  due  polimorfismi  nella 
sequenza  nucleotidica  del  gene  (GCG→ACG, 439G>A e  CGT→CAT,  485G>A) che 
portano rispettivamente al cambiamento di una alanina in treonina in posizione 147 del 
traslocatore  (147  Ala→Thr),  e  di  una  arginina  in  istidina  in  posizione  162  (162 
Arg→His). Dal confronto delle sequenze amminoacidiche del TSPO nei mammiferi,  è 
stata osservata  un’alta conservazione degli  amminoacidi 147 e 162 nelle varie specie, 
indice di un loro ruolo importante nella formazione della struttura della proteina stessa.
Lo studio di genotipizzazione per tali polimorfismi è stato eseguito su 190 volontari sani 
e  182  pazienti  reclutati  dall’Unità  Psichiatrica  del  Dipartimento  di  Psichiatria, 
Neurobiologia, Farmacologia e Biotecnologie dell’Università di Pisa.
 Sono stati inseriti nello studio i pazienti che, dopo aver ricevuto informazioni riguardo il 
progetto di ricerca approvato dal Comitato Etico, hanno accettato di farne parte tramite 
consenso firmato. 
Il gruppo dei pazienti comprendeva 90 soggetti affetti da Disturbo  Bipolare sia di tipo I 
che di tipo II e 92 soggetti affetti da  Depressione Maggiore.
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I pazienti sono stati valutati utilizzando la SCID-I/P59 per quanto riguarda il disturbo di 
asse I. 
La presenza di Ansia di Separazione è stata valutata attraverso l’utilizzo di due diverse 
scale di valutazione:
1) The Structured Clinical Interview for Separation Anxiety Symptoms (SCI-SAS) che 
comprende,  una  sezione  per  l’infanzia  (SCI-SAS-C)  e  una  sezione  per  l’età  adulta 
(SCISAS-A)56 .
2) The Adult Separation Anxiety Checklist (ASA-27)57 .
La presenza o l’assenza del Disturbo d’Ansia di Separazione, definito secondo i criteri 
del DSM-IV,  e l’estensione dei sintomi dall’infanzia a l’età adulta sono state determinate 
utilizzando l’intervista SCI-SAS. Tale intervista prevede otto  criteri e  l’assegnazione di 
un conseguente punteggio in relazione alle risposte del paziente ( 0 = mai; 1 = qualche 
volta; 2  = spesso;   ?=  non ricorda).
In ordine con le linee guida del DSM-IV, la presenza di tre o più degli otto criteri della 
scala con un punteggio pari a 2, associati ad un quadro sintomatologico che dura da più di 
quattro settimane e causa disagio clinicamente significativo,  è stato utilizzato per fare 
diagnosi categoriale (si / no) di Ansia di Separazione.
Dei 182 pazienti facenti parte dello studio,  80  (18 uomini e 62 donne, di età compresa 
nell’intervallo 41.56±12.52 ) presentavano Disturbo d’Ansia di Separazione e 102  (37 
uomini e 65 donne, di età compresa nell’intervallo  43.07±11.88) non presentavano tale 
disturbo.
La severità del disturbo depressivo e dell’ansia è stata valutata attraverso l’utilizzo dell’ 
Hamilton Rating Scale for Depression (HAM-D)60. 
L’analisi comparativa per tali pazienti è stata fatta rispetto a un gruppo di 190 controlli 
sani (58 uomini e 132 donne, di età compresa nell’intervallo 40.40±12.1 ).
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ANALISI GENETICA
Per eseguire l’analisi di genotipizzazione, è stato estratto il DNA dalla saliva dei pazienti 
e dei soggetti di controllo.
Il processo di estrazione del DNA genomico consiste nel trattare il campione di saliva, 
fresca  o  scongelata,  con  un  tampone  di  lisi,  contenente  un  detergente  che  rompe  le 
membrane  cellulari,  e  con  una  proteasi,  enzima  necessario  per  la  digestione  delle 
componenti  cellulari  proteiche.  Questa  miscela  viene  successivamente  trasferita  in 
colonnine  contenenti  una  membrana  di  silica-gel  che  lega  selettivamente il  DNA, 
lasciando passare i polisaccaridi e le proteine. Gli acidi nucleici, infatti, si legano in modo 
specifico  e  reversibile  alla  superficie  dei  materiali  silicati  in  presenza  di  sali,  i  quali 
determinano la rottura della struttura organizzata dell’acqua che circonda le molecole di 
DNA, favorendone in questo modo l’assorbimento.
L’acido nucleico, dopo una serie di lavaggi con tamponi opportuni, è stato  eluito tramite 
un tampone a  bassa concentrazione  salina,  permettendo l’ottenimento  di  un eluato  di 
DNA puro.(Schema.1)
In  seguito  è  stata  determinata  la  concentrazione  e  la  purezza  del  DNA  genomico 
mediante lettura spettrofotometrica ai raggi UV; per valutare la purezza del DNA è stato 
calcolato  il  rapporto  delle  letture  a  260  nm e  280  nm (A 260/A 280).  Un  rapporto 
compreso tra 1.7 e 1.9 indica una soluzione di DNA puro, mentre se é minore di 1.7 
significa che è presente una contaminazione  proteica.
A questo punto il DNA estratto è stato sottoposto ad  amplificazione tramite  reazione di 
polimerizzazione  a  catena  (PCR).  Questa   tecnica   viene  impiegata  per  amplificare 
selettivamente brevi tratti di genoma di cui si conosce la sequenza, oppure le sequenze 
situate ai due estremi del tratto da amplificare. 
Per  fare  avvenire  la  polimerizzazione  sono  necessari:  il  DNA  genomico,  l’enzima 
polimerasi (Taq polimerasi), una coppia di primers  che forniscono l’innesco per il DNA, 
38
ioni  magnesio  (Mg2+),  la  cui  concentrazione  è  un fattore  importante  per  l’attivazione 
dell’enzima  polimerasi,  nucleotidi  trifosfato  (dATP  -  dGTP  -  dTTP  -  dCTP)  e  un 
tampone salino nel quale far avvenire la reazione.
Nell’arco di 25-35 cicli la sintesi porta all’amplificazione esponenziale del segmento di 
DNA compreso tra i due primers (2 n per la precisione, dove n è il numero dei cicli).
Il numero di cicli però non deve superare la cinquantina, altrimenti l’amplificazione non è 
più esponenziale ma raggiunge un plateau ed il processo giunge a saturazione, in quanto 
le singole eliche di DNA in concentrazione elevata cominciano a riassociarsi tra loro e 
non con i primers, dando quindi luogo ad appaiamenti spuri.(Schema.2).
Successivamente l’amplificato è stato sottoposto a digestione con enzimi di restrizione, 
allo scopo di evidenziare i polimorfismi di interesse.
Infatti, se un SNP è localizzato in una zona che contiene un sito di restrizione per uno 
specifico enzima di restrizione può essere messo in evidenza mediante l’analisi RFLP 
(“Restriction  Fragment  Length  Polymorphisms”,   polimorfismi  della  lunghezza  dei 
frammenti di restrizione).
Quando  una  mutazione  puntiforme  modifica  il  sito  di  taglio  (una  sequenza  dai  4-8 
nucleotidi),  riconosciuto da un particolare enzima, tale sito viene perso. Di conseguenza 
la lunghezza dei frammenti di restrizione del tratto del genoma analizzato potrà essere 
diversa nei due cromosomi omologhi dello stesso individuo e tra due individui diversi. 
Gli enzimi di restrizione sono enzimi che i batteri utilizzano come sistema di protezione 
da DNA estraneo, in particolare dal DNA virale. 
Si possono suddividere in varie classi (enzimi di tipo I, II e III), per specificità, sito di 
legame, struttura proteica e dipendenza da cofattori.
Gli  enzimi  di  restrizione  di  tipo  I  e  III  richiedono  ATP  per  idrolizzare  il  DNA;  in 
particolare quelli di tipo I tagliano il DNA in maniera casuale, mentre quelli di tipo III 
riconoscono sequenze specifiche all’interno del DNA e lo tagliano in corrispondenza o 
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nelle vicinanze di questi siti. Gli enzimi di tipo II non presentano attività idrolitica ATP 
dipendente  ed  inoltre  tagliano  il  DNA  solamente  all’interno  (endonucleasi)  o  in 
prossimità di sequenze nucleotidiche particolari, che riconoscono in maniera specifica.
Queste endonucleasi riconoscono tutte una sequenza palindromica (presenta un asse di 
simmetria e se letti da sinistra o da destra hanno la stessa sequenza) il cui numero di basi 
può variare: in genere 4, 6, 8 o anche di più. 
Quindi i due alleli di un gene, dopo amplificazione con PCR e successiva analisi RFLP, 
possono dare frammenti di diversa lunghezza una volta analizzati tramite elettroforesi su 
gel di agarosio.
Ovvero  sia,  per  separare  frammenti  di  DNA di  dimensioni  da  100  bp  a  7  kb  viene 
utilizzata la tecnica dell’elettroforesi orizzontale che sfrutta la migrazione di molecole di 
acido  nucleico  in un campo elettrico;  migrazione  che è  correlata  alla  dimensione  dei 
frammenti.  Il  DNA  presenta  infatti  gruppi  fosfato  ionizzati  e  quindi  caricati 
negativamente che disposti in un campo elettrico migrano attraverso le maglie del gel, dal 
polo  negativo   verso  il  polo  positivo,  con  velocità  inversamente  proporzionale  alla 
lunghezza  dei  frammenti  stessi.  Frammenti  più  grandi  presentano  una  maggiore 
resistenza frizionale e sono quindi meno efficienti nel migrare attraverso il polimero. 
L’elettroforesi  viene  effettuata  a  circa  110 V (voltaggio  costante)  per  circa  un’ora,  a 
temperatura ambiente. 
Terminata  la  corsa  elettroforetica  il  gel  viene  evidenziato  esponendolo  alla  luce 
ultravioletta di un transilluminatore.
La visualizzazione dei frammenti di DNA è resa possibile tramite l’aggiunta di bromuro 
di etidio. Il bromuro di etidio, essendo una molecola planare idrofobica, si intercala tra le 
coppie di basi ed il legame al DNA aumenta la fluorescenza intrinseca dell’etidio. Di 
conseguenza quando il gel viene illuminato con luce ultravioletta, la regione contenente il 
DNA emetterà una fluorescenza più intensa rispetto alle regioni prive di DNA. 
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Nel nostro caso, la variante alleliche 439G>A, è stata messa in evidenza con l’enzima di 
restrizione di tipo II Nru I, in grado di digerire il DNA nel sito in cui è stato localizzato il 
polimorfismo d’interesse, portando alla formazione di due frammenti rispettivamente di 
145 pb e 184 pb (genotipo wild-type). 
 Nel caso in cui sia presente la mutazione, l’enzima non riconosce il sito di restrizione sul 
campione amplificato e si ottiene un’unica banda all’altezza di 329 pb (genotipo mutato).
Infine in presenza di un allele non mutato e uno mutato, avremo contemporaneamente la 
presenza delle tre bande a 329 pb, 184 pb e 145 pb (genotipo eterozigote) (fig.15). 
Per quanto riguarda, invece, le varianti alleliche 485G>A, la digestione è stata effettuata 
con l’enzima di restrizione di tipo II NlaIII, in grado di digerire il DNA in un sito diverso 
da  quello  contenente  il  polimorfismo  d’interesse,  portando  alla  formazione  di  due 
frammenti rispettivamente di 223 pb e 106 pb (genotipo wild-type). 
Nel caso sia presente la mutazione,  si viene a creare un ulteriore sito di restrizione e 
l’enzima taglia il frammento di DNA generando 3 bande rispettivamente  di 223 pb, 97 
pb e 9 pb (genotipo mutato). In presenza di un allele non mutato ed uno mutato, invece, 
avremo contemporaneamente la presenza delle quattro bande a 223 pb, 106 pb , 97 pb e 9 
pb (genotipo eterozigote).
 Avendo utilizzato  un gel di  agarosio nella  tecnica  elettroforetica è stato possibile  la 
visualizzazione  delle  bande di 223 pb,  106 pb e 97 pb,  ma non della  banda di 9 pb 
(fig.16), in quanto il gel  non permette l’osservazione di  bande sotto 50 pb. 
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200 μl di saliva
+ 20 μl di proteasi
+ 200 μl di Buffer K1
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Schema 1: Schema riassuntivo del processo di estrazione del DNA da 
saliva
Ritrasferire nella colonnina
l’eluato di DNA
Scartare il filtrato e
cambiare il raccoglitore
+ 500 μl di Buffer KX
Scartare il filtrato 
+ 500 μl di Buffer K2 
Scartare il filtrato e trasferire
la colonnina in una 
eppendorf da
1,5 ml + 100 μl di Buffer 
Tris HCL riscaldato a 70° C
Eluato di DNA
200 μl di saliva
+ 20 μl di proteasi
+ 200 μl di Buffer 
Trasferire la miscela 
nella colonnina
Incubare a 58° C per 10’
200 μl di etanolo
Centrifugare a 9300g (10,000 rpm)
per 1,30 minuti
Centrifugare a 9300g (10,000 rpm) 
per 1,30 minuti
Scartare il filtrato e centrifugare a 
15700g per 1,30 minuti
Incubare a T ambiente per 3 
minuti
Centrifugare a 9300 g (10,000 
rpm) per 2,30 minuti
Incubare a T ambiente per 3 
minuti
Centrifugare a 9300 g (10,000 
rpm) per 2,30 minuti
Scaldare a 70° C per 2 
minuti in bagnetto 
termostato
Eluato di DNA 
altamente
concentrato
Centrifugare a 9300g (10,000 rpm)
per 1,30 minuti
                        Schema 2: Schema riassuntivo del processo di amplificazione del DNA (PCR)
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                                                         1   2   3    4      5
      
[Fig.15:  DNA  genomico  e  prodotti  della  reazione  di  digestione  con  l’enzima  di 
restrizione  NruI  del  DNA  amplificato.  1:  campione  amplificato  digerito  dall’enzima 
corrispondente  al  genotipo  omozigote  wild-type  (frammenti  184  pb  e  145  pb);  2: 
campione amplificato non sottoposto a digestione (banda attesa di 329 pb); 3: campione 
amplificato  sottoposto  a  digestione  corrispondente  al  genotipo  eterozigote  (frammenti 
329 pb, 184 pb e 145 pb); 4: campione amplificato sottoposto a digestione corrispondente 
al genotipo eterozigote (frammenti 329 pb, 184 pb e 145 pb). 5: campione amplificato 
digerito dall’enzima corrispondente al genotipo omozigote wild-type (frammenti 184 pb e 
145 pb).]
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[ Fig.16: Prodotti della reazione di digestione con l’enzima di restrizione NlaIII del DNA 
amplificato. 1: campione amplificato sottoposto a digestione corrispondente al genotipo 
eterozigote (frammenti 223 pb, 106 pb e 97 pb); 2: campione amplificato digerito dall’en-
zima corrispondente al genotipo omozigote wild-type (frammenti 223 pb e 106 pb); 3: 
campione  amplificato  sottoposto  a  digestione  corrispondente  al  genotipo  eterozigote 
(frammenti 223 pb, 106 pb e 97 pb); 4: DNA genomico (frammento 329 pb); 4: campione 
amplificato  digerito  dall’enzima,  corrispondente  al  genotipo  omozigote  mutato  (fram-
mento 223 pb e 97 pb).]
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                  ANALISI STATISTICA
In seguito, è stata fatta un’analisi statistica in cui sono state confrontate le frequenze alle-
liche dei polimorfismi del TSPO 439G>A e 485G>A dei pazienti affetti da Disturbi del-
l’Umore, a loro volta suddivisi in pazienti con Ansia di Separazione e senza Ansia di Se-
parazione, rispetto a quelle dei soggetti di controllo. Al fine di valutare se la distribuzione 
di tali varianti alleliche può avere una correlazione con la manifestazione del Disturbo 
d’Ansia di Separazione.
Quanto detto si valuta calcolando quello che viene definito il  livello di significatività 
(parametro: “p”). Ovvero sia, per essere significativo, tale parametro deve essere minore 
od uguale a 0.05, con df (gradi di libertà)=1 ed un valore di χ2 (chi quadro) maggiore o 
uguale a 3.84.
Successivamente sono state confrontate le distribuzioni genotipiche all’interno dei  tre 
gruppi analizzati, controlli e pazienti con Disturbi dell’Umore con o senza Ansia di Sepa-
razione.
Alla luce dei dati ottenuti è stata poi fatta l’analisi dell’Odds Ratio(OR), parametro che 
associa un fattore di rischio ad una certa malattia, attraverso il confronto tra un gruppo di 
malati (casi) e di sani (controlli).
A rigore, l’Odds Ratio non è una autentica misura del rischio, in quanto si riferisce alla 
probabilità di avere già una malattia, mentre nel termine "rischio" è implicita l’idea di un 
evento che si verificherà in futuro. Tuttavia, se si suppone che la durata media della ma-
lattia negli esposti sia simile a quella nei non-esposti (e che la malattia non influenzi lo 
stato di esposizione), allora l’Odds Ratio rappresenta una buona misura del rischio relati-
vo. 
L’Odds Ratio assume valori teorici tra 0, 1 e + ∞. Un valore pari ad 1 indica assenza di 
associazione  tra  malattia  ed esposizione;  un valore  <1 invece,  indica  un’associazione 
negativa  (cioè il  fattore  può proteggere dalla  malattia),  mentre  un rapporto >1 indica 
46
l'esistenza di una associazione positiva (il fattore può causare la malattia). Naturalmente, 
valori crescenti indicano associazioni più forti.
 Successivamente è stata effettuata l’analisi ANOVA (analisi della varianza) per valutare 
un’eventuale  correlazione  tra  i  genotipi  dei  pazienti  ed  il  punteggio  totale  ottenuto 
mediante l’utilizzo delle tre scale di valutazione considerate standard di riferimento per la 
diagnosi di Disturbo di Ansia  di Separazione.
Le scale di valutazione utilizzate sono, come si è già detto l’ASA-27 e la SCI-SAS. 
Per quanto riguarda l’analisi  con la SCI-SAS, è stata  fatta una valutazione sia con il 
punteggio totale derivante dai 10 items previsti dalla scala, sia con quello derivante dalla 
riduzione di essi ad 8. Sono stati considerati questi due tipi di punteggi della  SCI-SAS, in 
quanto  alcuni  autori  considerano  che  solo  i  primi  8  items  della  scala  siano  quelli 
importanti per la valutazione dell’Ansia di Separazione.
I dati ottenuti hanno reso possibile anche il confronto incrociato tra i singoli sottogruppi 
GG, GA e AA  e le scale di valutazione, Post Hoc Test di Tukey.
E’ stata infine effettuata  una analisi dell’ aplotipo;  i genotipi degli individui analizzati, 
sia per i soggetti di controllo che per i pazienti, sono stati inseriti in FAST PHASE, un 
programma  di  statistica  che  utilizza  specifici  algoritmi  che,  sulla  base  di  un  calcolo 
probabilistico, permettono di individuare l’aplotipo più frequente. 
Inoltre, con tale programma è possibile calcolare il valore di parametri che stabiliscono se 
i due polimorfismi studiati sono in linkage disequilibrium, ossia se gli alleli segregano in 
maniera  indipendente  attraverso  fenomeni  di  crossing  over  oppure  vengono  ereditati 
insieme.
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E’  stato  quindi  calcolato  il  valore  del  coefficiente  di  linkage  disequilibrium (D)  che 
dipende dalle frequenze alleliche (frequenze attese – frequenze osservate), ed in seguito il 
valore del coefficiente D’. D’=D/Dmax  ( Dmax è il valore max probabile di D).
Valori di D’uguali ad 1 indicano un completo linkage disequilibrium.
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RISULTATI
Il confronto delle frequenze tra le  varianti alleliche  del polimorfismo 485G>A del TSPO 
dei  pazienti verso i controlli non ha prodotto risultati statisticamente significativi, sia per 
i  pazienti  senza  Ansia  di  Separazione  che  in  quelli  in   comorbidità  con  l’Ansia  di 
Separazione (pz ASA+: χ2 =0.003, P=0.956; pz ASA-: χ2 =0.303, P=0.582).
Per quanto riguarda, invece, il polimorfismo 439G>A, l’analisi statistica delle varianti 
alleliche  non  ha  evidenziato  dati  significativi  tra  i  controlli  e  i  pz  senza  Ansia  di 
Separazione (χ2  =0.265, P=0.607), mentre è risultata  significativa nel confronto tra il 
gruppo di controllo e i pz con Ansia di Separazione (χ2  =3.87 , P=0.049), evidenziando 
una più alta percentuale di portatori dell’allele A439 all’interno della coorte di pazienti 
con Ansia di Separazione (tabella 1, grafici 1 e 2).
Il confronto della distribuzione genotipica dei pazienti  senza Ansia di Separazione e i 
controlli  non  ha  prodotto  dati  statisticamente  significativi  per  nessuno  dei  due 
polimorfismi  (439G>A:  χ2=0.28,  p=0.870;  485G>A:  χ2=0.39,  p=0.821),  mentre  dal 
confronto del sottogruppo di pazienti con Ansia di Separazione e i controlli è risultata 
una differenza  significativa per quanto riguarda il polimorfismo 439G>A ( 439G>A: χ 2 
=7.84,  P=0.020; 485G>A: χ 2 =0.88, p=0.640) (tabella 2, grafici 3 e 4).
Alla luce dei dati ottenuti è stata fatta l’analisi dell’ Odds Ratio (al  95% di intervallo di 
confidenza), parametro che associa un fattore di rischio ad una certa malattia, attraverso il 
confronto tra un gruppo di malati (casi) e di sani (controlli).
Per  quanto  riguarda  l’Odds  Ratio  allelica  i  risultati  non  hanno  evidenziato  valori 
significativi per il polimorfismo 485G>A (pz ASA+ 485G>A OR= 0.99 [CI:0.65-1.50], 
P=0.956; pz ASA- OR=0.90 [CI:0.61-1.32], P=0.582); mentre sono risultati significativi 
per quanto riguarda il polimorfismo 439G>A, ma solo per il sottogruppo di pazienti con 
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Ansia di Separazione (pz ASA+ 439G>A OR= 1.47 [CI:1.00-2.17],  P=0.049; pz ASA- 
OR=0.91 [CI:0.62-1.32],  P=0.607).
L’OR è stata poi calcolata anche confrontando i rapporti dei genotipi. Anche in questo 
caso i risultati non sono stati significativi per quanto riguarda il polimorfismo 485G>A né 
per  i  pazienti  con  Ansia  di  Separazione,  né  per  quelli  senza.(pz  ASA+  GAvsGG: 
OR=0.84  [CI:0.49-1.46],   P=0.539;  AAvsGG:  OR=1.35  [CI:0.46-3.96],   P=0.579; 
(GA+AA)vsGG: OR=0.90 [CI:0.53-1.51],  P=0.685).
Invece  l’analisi  dell’OR  per  il  polimorfismo  439G>A  è  risultata  significativa  nel 
sottogruppo in comorbidità  con Ansia  di  Separazione  (pz ASA+ GAvsGG:  OR=2.22 
[CI:1.26-3.92],  P=0.005; AAvsGG: OR=1.49 [CI:0.53-4.23], P=0.454; (GA+AA)vsGG: 
OR=2.11 [CI:1.22-3.66],  P=0.007).(tabella 3).
L’analisi ANOVA e il Post hoc Test di  Tukey (tabella 4 e tabella 5)  hanno messo in 
evidenza  che i  pazienti  eterozigoti  per  SNP 439G>A presentavano anche un più alto 
punteggio  nell’intervista  SCI-SAS rispetto  ai  pazienti  omozigoti  GG (rispettivamente, 
7.41±3.40 vs 5.67±3.18, F= 3.69, P=0.028).
E’  stato  poi  calcolato  il  valore  dei  parametri  che  stabiliscono  se  i  due  polimorfismi 
studiati  sono  in  linkage  disequilibrium,  ossia  se  gli  alleli  segregano  in  maniera 
indipendente attraverso fenomeni  di  crossing over  oppure vengono ereditati  insieme.
(tabella  6).  L’analisi  degli  aplotipi,  è  stata  effettuata  dal  momento  che  entrambi  i 
polimorfismi sono localizzati sullo stesso cromosoma ed in posizioni vicine. 
Il dato da noi ottenuto ha evidenziato che gli alleli dei due polimorfismi presi in esame 
non segregano in maniera  totalmente indipendente (D’= 0.91 e r2 = 0.137),  rendendo 
dunque possibile un’analisi della distribuzione aplotipica.
In questo modo si è potuto valutare la diversa combinazione delle varianti alleliche dei 
polimorfismi sui cromosomi omologhi.
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 In soggetti con genotipo G439G439 e G485G485 la disposizione dei polimorfismi interessati 
risulta essere la stessa su entrambi i cromosomi omologhi:
                            G439                    G439            
                                                                       Aplotipo
                            G485                      G485
                       
                    Coppia dei cromosomi omologhi 22 
Anche In soggetti  con  genotipo  A439A439 ed A485A485 la  disposizione  dei  polimorfismi 
interessati risulta essere la stessa su entrambi i cromosomi omologhi:
                            A439                    A439        
                                                                       Aplotipo
                            A485                      A485
                     
                         Coppia dei cromosomi omologhi 22 
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In soggetti  eterozigoti  G439A439 e  G485A485,  invece,  la disposizione dei polimorfismi su 
entrambi i cromosomi omologhi si manifesta attraverso varie combinazioni degli aplotipi:
              G439                   A439            G439                    A439
                                                                                                       Aplotipo
            G485                      A485           A485                      G485
      Coppia dei cromosomi omologhi 22          Coppia dei cromosomi omologhi 22
L’analisi  della  distribuzione  aplotipica  non  ha  evidenziato  differenze  statisticamente 
significative tra i gruppi analizzati ( P=0.149 ), mentre l’analisi dell’Odds Ratio ha messo 
in evidenza un trend di associazione tra l’aplotipo A439-G485 e la condizione di paziente 
con Disturbo d’Ansia di Separazione ( OR=1.47 [CI 0.95-2.27] ).
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DISCUSSIONE
In questo studio è stato messo in evidenza che il polimorfismo 439G>A del gene TSPO è 
associato con il Disturbo d’Ansia di Separazione dell’Adulto, rinforzando l’ipotesi che la 
proteina TSPO, codificata da tale gene e responsabile del trasporto intramitocondriale del 
colesterolo  necessario  alla  sintesi  dei  neurosteroidi,  abbia  un  ruolo  importante  nella 
manifestazione di questo fenotipo ansioso.
Ipotesi che si era già presentata da uno studio precedente, in cui era stata riscontrata una 
diminuzione  dei  livelli  di  espressione  del  TSPO  nei  soggetti  affetti  da  Ansia  di 
Separazione dell’Adulto58.
In  accordo con queste  osservazioni,  in  questo studio  è  stata  riscontrata  una più alta 
percentuale  di  portatori  dell’allele  A439  e  genotipo  eterozigote  GA  all’interno  della 
coorte di pazienti  con Disturbi dell’Umore e Ansia di Separazione rispetto ai pazienti 
senza Ansia di Separazione e ai soggetti di controllo.
Il riscontro di risultati non significativi per quanto riguarda il genotipo omozigote per 
l’allele  mutato,  sono  probabilmente  attribuibili  alla  mancanza  di  un  campione 
sufficientemente  numeroso  all’applicazione  di  modelli  statistici;  ne consegue che allo 
stato attuale sono da tenere in scarsa considerazione.
Un’ulteriore  conferma  dell’associazione  tra  Ansia  di  Separazione  e  il  polimorfismo 
439G>A deriva,  invece,  dai risultati  negativi  ottenuti  dal  confronto delle distribuzioni 
alleliche e genotipiche,  tra pazienti  senza Ansia di Separazione e controlli.  Tale dato, 
infatti,   sottolinea che le diagnosi principali di asse I dei pazienti,  non possono essere 
associate al polimorfismo di interesse, eliminando in questo modo un possibile fattore di 
confusione nell’individuazione della suscettibilità  genetica dell’ Ansia di Separazione 
dell’Adulto.
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In questo studio, inoltre, è stato riscontrato che i pazienti, già in condizione eterozigotica 
per il  polimorfismo 439G>A,  presentano  un più alto punteggio totale nell’intervista 
SCI-SAS, per la diagnosi di Disturbo d’Ansia di Separazione,  rispetto ai  pazienti  con 
genotipo wild type GG. 
Per  quanto  riguarda,  invece,  il  polimorfismo  485G>A,  lo  studio  della  distribuzione 
allelica e genotipica non ha riscontrato nessuna associazione con il Disturbo d’Ansia di 
Separazione;  anche  se,  analisi  in  merito  all’aplotipo  hanno  evidenziato  un  trend  di 
associazione tra l’aplotipo A439-G485  e il Disturbo d’Ansia di Separazione.
Altri studi in cui sono stati analizzati tali polimorfismi sono quelli di  Kurumaji et al.55, in 
cui non è stata riscontrata alcuna associazione tra queste varianti alleliche e pazienti con 
diagnosi di Schizofrenia o Disordini dell’Umore. 
Un altro studio è stato fatto da Nakamura et al.61, i quali hanno, invece, evidenziato una 
differenza significativa nella distribuzione allelica del polimorfismo 485G>A tra pazienti 
con Disturbo di Panico e un gruppo di controlli.
I  due  polimorfismi  studiati,  439G>A  e  485G>A,  corrispondono  rispettivamente  ai 
cambiamenti  aminoacidici,  Ala147Thr  e  Arg162His.  Dal  momento  che,  è  stato 
riscontrato che tali aminoacidi appartengono proprio alla regione CRAC del TSPO, che 
sappiamo essere la sequenza consenso di riconoscimento/interazione del colesterolo per 
la proteina TSPO, è evidente che costituiscano una parte essenziale del sito di legame per 
il colesterolo.
Alla luce di ciò, una possibile spiegazione in merito ai risultati negativi ottenuti per il 
polimorfismo 485G>A,  potrebbe essere correlata al tipo di sostituzione  aminoacidica 
dipendente da questo polimorfismo. Ovvero sia, i due aminoacidi (Arg e His) codificati 
da tale polimorfismo, sono entrambi basici e perciò è probabile che la presenza dell’uno o 
dell’altro all’interno del dominio CRAC del TSPO, non alteri la funzione di trasportatore 
di colesterolo della proteina.
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Diversa la questione per quel che riguarda il polimorfismo 439G>A, in quanto determina 
la sostituzione di un aminoacido non polare con uno polare (Ala e Thr) e ciò potrebbe 
alterare la funzione di trasporto per il colesterolo del TSPO, determinando un’alterazione 
nella sintesi dei neurosteroidi.
.  
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CONCLUSIONI
Con questo Lavoro ho cercato di fare una analisi di quelle che sono le recenti acquisizioni 
in  merito  all’eziologia  del  Disturbo  d’Ansia  di  Separazione  dell’Adulto,  puntando 
l’attenzione agli elementi neurobiologici e genetici.
In  particolare  ho  fatto  riferimento  ai  modelli  animali  comprovanti  i  ruoli  chiave 
dell’ossitocina (OT) e dei neurosteroidi (più precisamente dell’allopregnenolone) nella 
neurobiologia del disturbo. 
Tali ormoni agiscono, infatti, sia a livello amigdaloideo, laddove l’amigdala risulta essere 
la  struttura  neuroanatomica  primariamente  coinvolta  nei  comportamenti  affiliativi,  sia 
interagiscono tra loro. 
Dal punto di vista della suscettibilità genetica, invece, sono state analizzate le varianti 
alleliche del gene del TSPO,  proteina fondamentale per il trasporto intramitocondriale di 
colesterolo, necessario alla sintesi dei neurosteroidi. 
Tramite questo studio è stato messo in evidenza che il polimorfismo 439G>A del gene 
TSPO è associato con il Disturbo d’Ansia di Separazione dell’Adulto.
Da queste osservazioni risulta evidente la necessità di ulteriori ricerche, sia dal punto di 
vista neurobiologico che genetico, al fine di ottenere una visione più chiara e più ampia 
circa l’eziologia del Disturbo d’Ansia di Separazione.
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TABELLE
٭Tabella 1. Frequenze alleliche dei polimorfismi 439G>A e 485 G>A del TSPO nei pa-
zienti con o senza Ansia di Separazione e soggetti di controllo.
Allele TSPO  439 G>A (%) Allele TSPO  485 G>A (%)
G A χ2 p G A χ2 p
Control-
li
(N°190)
268
(70.5)
112
(29.5)
- -
277
(72.9)
103
(27.1)
    - -
Pazienti
ASA+
(N°80)
99
(61.9)
61
(38.1)
3.87 0.049
117
(73.1)
43
(26.9)
0.003
0.956
Pazienti
ASA-
(N°102)
   148
 (72.5)
   56
(27.5)
0.265 0.607
153
(75.0)
  51
(25.0)
0.303
0.582
Pz ASA+ : Pazienti con Ansia di Separazione
 Pz ASA- :Pazienti senza Ansia di Separazione
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٭Tabella 2. Frequenze genotipiche dei polimorfismi 439G>A e 485 G>A del TSPO nei 
pazienti con o senza Ansia di Separazione e soggetti di controllo
SNP Campioni GG  (%) GA (%) AA (%) χ2 P
439
G>A
Controlli
(N°190)
93
(48.9)
82
(43.2)
15
(7.9)
- -
Pazienti 
ASA+
(N°80)
25
(31.2)
      49
   (61.3)
6
(7.5)
7.84 0.020
Pazienti
ASA-
(N°102)
53
(51.9)
42
(41.2)
7
(6.9)
0.28 0.870
485
G>A
Controlli
(N°190)
97
(51.1)
83
(43.7)
10
(5.3)
- -
Pazienti
ASA+
(N°80)
43
(53.7)
31
(38.8)
6
(7.5)
0.88 0.640
Pazienti
ASA-
(N°102)
56
(54.9)
41
(40.2)
5
(4.9) 0.39 0.891
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٭Tabella 3. Valori dell’Odds Ratio per i polimorfismi 439G>A e 485 G>A del TSPO nei 
pazienti con o senza Ansia di Separazione e soggetti di controllo
59
SNP Campioni
A vs G GA vs GG AA vs GG (GA+AA) vs GG
٭Tabella 4. Test Anova  per il polimorfismo 439G>A tra i vari genotipi dei pazienti  e i 
punteggi delle scale di valutazione ASA-27, SCI-SAS,  e  SCI-SAS(8 items)  
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Scala
gruppi df F P
ASA TOT GG vs GA vs AA 2 3.164 0.046
SCI-SAS TOT GG vs GA vs AA 2 2.634 0.078
SCI-SAS (8items) GG vs GA vs AA 2 3.686 0.028
   ٭ Tabella 5. Post hoc test di Tukey per il polimorfismo 439G>A tra i vari genotipi dei 
pazienti  e i punteggi delle scale di valutazione ASA-27, SCI-SAS,  e  SCI-SAS(8 items) 
Scala sottogruppi p
ASA TOT
GG vs GA 0,055
GG vs AA 0,968
GA vs AA 0,299
SCI-SAS  (8items)
GG vs GA 0.022
GG vs AA 0.894
GA vs AA 0.588
SCI-SAS TOT
GG vs GA 0.065
GG vs AA 0.588
GA vs AA 0.938
    ٭Tabella 6: Analisi di linkage disequilibrium: valori di D’ e r2
D’ r2
     0.91 0.137
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